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　２ １ 世 紀 の 先 端 医 療 と し て 注 目 さ れ る 再 生 医 療 の 進 歩 は 目 覚 ま し く 、 胚 性 幹 細
胞 （ ES細 胞 ） や 成 体 臓 器 中 に 存 在 す る 組 織 幹 細 胞 か ら 様 々 な 細 胞 へ の 分 化 が 基 礎
科 学 お よ び 臨 床 医 学 的 側 面 か ら 研 究 さ れ て い る 。 軟 骨 や 皮 膚 等 の 組 織 に お い て は
す で に 、 そ の 組 織 の 再 構 築 が 可 能 に な る ま で に 研 究 が 進 み 、 臨 床 応 用 が 実 現 し て
い る 。 肝 臓 に 関 し て も 、 肝 不 全 に 陥 っ た ヒ ト 疾 患 の 根 治 的 な 治 療 へ の 応 用 が 求 め
ら れ て い る 。 本 研 究 は 、 全 能 性 を 有 す る マ ウ ス ES細 胞 と 、 可 塑 性 を 有 す る ヒ ト 間
葉 系 幹 細 胞 の 肝 細 胞 分 化 誘 導 系 を モ デ ル に し て 、 細 胞 分 化 過 程 に 起 こ る 遺 伝 子 発
現 の 変 化 や シ グ ナ ル 経 路 の 活 性 化 に つ い て 遺 伝 子 発 現 を 網 羅 的 に 解 析 し 、 幹 細 胞
の全能性や可塑性を制御する分子機構の特性を明らかにする。
第 1章 で は 肝 臓 の 構 造 と そ の 発 生 段 階 に つ い て 述 べ て い る 。 肝 臓 は 肝 細 胞 （ 肝
実 質 細 胞 ）、 類 洞 内 皮 細 胞 、 胆 管 上 皮 細 胞 、 ク ッ パ ー 細 胞 な ど の 様 々 な 細 胞 に よ
っ て 構 成 さ れ る 臓 器 で 、 肝 細 胞 の 含 有 率 は 約 60％ 程 度 で あ る 。 そ れ ら の 細 胞 が 複
雑 か つ 規 則 的 に 配 置 さ れ て お り 肝 小 葉 と 呼 ば れ る 構 造 を 形 成 し て い る 。 ま た 、 栄
養 素 の 処 理 、 貯 蔵 、 解 毒 、 分 解 、 排 出 な ど の 数 百 に も 及 ぶ 生 理 的 な 機 能 を 有 し て
お り 、 生 体 に 必 須 の 臓 器 で あ る 。 そ の 発 生 過 程 に お い て も 研 究 が 進 ん で お り 、 マ
ウ ス で は 8日 胚 に 内 胚 葉 の 細 胞 が 心 筋 中 胚 葉 か ら 分 泌 さ れ る 因 子 に よ っ て 9.5日 胚
前 後 に 肝 芽 へ と 分 化 が 進 行 し 、 そ の 後 、 内 皮 細 胞 と の 相 互 作 用 や 血 液 細 胞 か ら の
サイトカインによって成熟化が進み肝臓が形成されていく。肝臓の再生を目指し、
様 々 な 幹 細 胞 を 材 料 に し た 肝 細 胞 の 分 化 誘 導 に 関 す る 多 く の 研 究 が 報 告 さ れ て い
る が 、 幹 細 胞 の 分 化 制 御 に 関 与 す る 一 連 の 遺 伝 子 の 発 現 メ カ ニ ズ ム に つ い て 未 だ
不 明 な 点 が 多 い 。 肝 細 胞 の 分 化 過 程 に お け る 分 子 機 序 を 明 ら か に す る こ と で 、 多
分 化 能 を 有 す る 幹 細 胞 か ら 肝 細 胞 を 正 確 か つ 高 効 率 に 分 化 さ せ る こ と が 実 現 で き
ると考えられる。以下、各章ごとに研究の詳細を述べている
　本 研 究 に 先 立 ち 、 四 塩 化 炭 素 処 理 を し た 肝 不 全 マ ウ ス の 肝 臓 に ES細 胞 を 移 植
す る こ と で 、 ES細 胞 は 障 害 肝 に 定 着 し 、 肝 細 胞 特 異 的 遺 伝 子 で あ る ア ル ブ ミ ン を
発 現 す る 細 胞 に 分 化 す る こ と が 既 に 報 告 さ れ た (Yamamo t o  H  e t  a l . ,  2 0 0 3 ,
H e p a t o l o g y )。 細 胞 形 態 や 他 の 遺 伝 子 発 現 特 性 か ら も 、 そ の 細 胞 は マ ウ ス 肝 細 胞
の 性 質 を 持 つ こ と が 同 定 さ れ た 。 四 塩 化 炭 素 処 理 を 施 し た マ ウ ス の 肝 臓 の 再 生 に
お い て 発 現 が 上 昇 す る 遺 伝 子 群 を 分 析 し た 結 果 、 in vitr oに お い て ES細 胞 を ア ル
ブ ミ ン 陽 性 細 胞 へ と 分 化 誘 導 す る 因 子 の 組 み 合 わ せ (肝 細 胞 増 殖 因 子 ・ 線 維 芽 細
胞 増 殖 因 子 １ ・ 線 維 芽 細 胞 増 殖 因 子 4)が 同 定 さ れ た 。 こ れ ら の 増 殖 因 子 群 を 添 加
す る こ と で 未 分 化 状 態 を 保 っ て い る マ ウ ス ES細 胞 か ら 分 化 誘 導 さ れ た 肝 細 胞 は 約
30％ にも達し、移植可能な細胞であることが確認された (Terata n i  T  e t  a l . ,  2 0 0 5 ,
H e p a t o l o g y )。 さ ら に こ の 手 法 を 改 変 す る こ と で 、 脂 肪 組 織 由 来 ヒ ト 間 葉 系 幹 細
胞 か ら も ア ル ブ ミ ン 陽 性 肝 細 胞 が 分 化 誘 導 さ れ 、 形 態 的 ・ 機 能 的 に も 肝 細 胞 様 の
性状を有する細胞の出現が確認された  (Banas  A  e t  a l . ,  2 0 0 7 ,  H e p a t o l o g y )。
　そのために、発現遺伝子を詳細かつ包括的にマイクロアレイ法を用いて解析し、
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マ ウ ス ES細 胞 お よ び 脂 肪 組 織 由 来 ヒ ト 間 葉 系 幹 細 胞 に 由 来 す る 肝 細 胞 の 特 性 を 明
ら か に し た 。 未 分 化 な 幹 細 胞 と 正 常 肝 臓 （ マ ウ ス お よ び ヒ ト ） の 発 現 プ ロ フ ァ イ
ル を 比 較 し た 結 果 、 薬 剤 代 謝 に 関 わ る 因 子 で あ る チ ト ク ロ ー ム P450や 、 脂 質 代 謝
に 関 わ る 因 子 ア ポ リ ポ プ ロ テ イ ン な ど の 、 さ ら に 肝 臓 特 異 的 に 発 現 す る 転 写 因 子
な ど の 肝 細 胞 特 有 の 遺 伝 子 が 誘 導 さ れ て い る こ と が 明 ら か に な っ た 。 増 殖 因 子 添
加 培 養 下 に 発 現 変 化 を 認 め た 遺 伝 子 群 の ク ラ ス タ リ ン グ 解 析 か ら も 、 両 幹 細 胞 由
来 肝 細 胞 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は 未 分 化 な 幹 細 胞 と は 明 ら か に 異 な り 、 正 常 肝 臓 の
それと酷似していることが判明した。
　次 に 遺 伝 子 の オ ン ト ロ ジ ー 解 析 に よ り マ ウ ス ES細 胞 と ヒ ト 間 葉 系 幹 細 胞 に 由 来
す る 肝 細 胞 に お い て 、 増 殖 因 子 に よ る 処 理 を 行 う こ と で 肝 機 能 に 関 わ る 多 く の 遺
伝 子 群 の 出 現 率 が 有 意 に 変 化 す る こ と が 確 認 さ れ た 。 特 に ヒ ト 間 葉 系 幹 細 胞 に 由
来 す る 肝 細 胞 で は よ り 多 く の 肝 機 能 に 関 わ る 遺 伝 子 が 誘 導 さ れ る こ と が 明 ら か に
な っ た 。 そ こ で 、 ヒ ト 間 葉 系 幹 細 胞 由 来 肝 細 胞 を 対 象 に し て よ り 検 出 感 度 の 高 い
マ イ ク ロ ア レ イ 解 析 を 展 開 し 、 分 化 に 伴 う 遺 伝 子 の シ グ ナ ル パ ス ウ ェ イ の 比 較 検
討 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 間 葉 系 幹 細 胞 由 来 肝 細 胞 で は 補 体 の 活 性 化 や 血 液 凝 固 因
子 が 顕 著 に 誘 導 さ れ て お り 、 ヒ ト 肝 機 能 の 特 性 を 有 す る こ と を 認 め た 。 以 上 、 ES
細 胞 ・ 間 葉 系 幹 細 胞 か ら と も に 肝 機 能 に 関 わ る 分 泌 蛋 白 質 や 代 謝 関 連 の 遺 伝 子 の
誘 導 が 起 こ り 、 正 常 肝 臓 ・ 肝 細 胞 の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル と 同 等 の 特 性 を 持 つ
細胞が得られることを検証した。
　次 に 、 幹 細 胞 か ら 肝 細 胞 へ 分 化 す る 過 程 の 分 子 メ カ ニ ズ ム の 解 明 を 進 め た 。 ま
ず 、 ES細 胞 で は 、 マ イ ク ロ ア レ イ の 解 析 か ら 肝 細 胞 へ の 分 化 過 程 の 初 期 ・ 中 期 ・
後 期 に 働 く 遺 伝 子 の 発 現 を 比 較 す る と 、 種 類 や 発 現 量 と も に 大 幅 に 異 な っ て い る
ことが示された。 ES細 胞からの肝細胞分化過程は１０日間を要する。経時的に RNA
を 抽 出 し 、 Revers e  t r a n s c r i p t io n - p o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n  ( R T - P C R )法 に よ
ってαフェトプロテインとアルブミンに加え、成熟肝細胞で発現する Tryptop h a n 2,
3 - o x i g e n a s e( T D O 2 )の 発 現 を 調 べ た 。 そ の 結 果 α フ ェ ト プ ロ テ イ ン の 発 現 は 分 化
初期に上昇し、中期になると発現が下がった。続いてアルブミンの発現が上昇し、
分 化 終 期 に は TDO2の 発 現 が 上 昇 し 、 こ の よ う な 遺 伝 子 発 現 は 成 体 に お け る 遺 伝 子
発 現 と 同 様 で あ る こ と を 認 め た 。 そ こ で 、 肝 臓 ・ 内 胚 葉 に 選 択 的 に 発 現 す る 転 写
因 子 に つ い て RT-PCR 法 に よ る 発 現 解 析 を 行 っ た 。 分 化 初 期 で は GATA-bi n d i ng
p r o t e i n  ( G A T A ) 4、 GATA6,  H e p a t o c y t e  n u c l e a r  f a c t o r  ( H N F ) 1α、 HNF1β、 HNF3  α、
HNF3β 、  HNF3 γ 、 HNF4α 遺 伝 子 、 分 化 中 期 で は HNF1 、 CCAAT/ E n h a nc e r - B i n d i n g
P r o t e i n ( C / E B P )α、  C/EBPβ遺 伝 子 の 発 現 が 上 昇 し た 。 そ の 結 果 は 分 化 初 期 に お い
て は 内 胚 葉 へ の 分 化 を 制 御 す る 転 写 因 子 の 活 性 化 が 必 須 で あ る こ と を 示 す 。 そ こ
で small i n t e r f e r e n ce  R N A  ( s i R N A )干 渉 系 を 用 い て in vitr oで 内 胚 葉 分 化 に 重 要
で あ る 転 写 因 子 HNF3βの 発 現 を 抑 制 す る こ と で に ES細 胞 か ら 肝 細 胞 へ 分 化 す る 過
程 に お い て 内 胚 葉 系 細 胞 へ の 分 化 抑 制 を 試 み た 。 ES細 胞 か ら の 分 化 初 期 に リ ポ フ
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ェ ク シ ョン 法 に よ る HNF3β  s i R N Aの 導入 を 行 い 、 内 胚 葉系 の 細 胞 へ の 誘 導の 抑 制 を
行 っ た 。 そ の 結 果 、 分 化 誘 導 終 了 時 点 で ア ル ブ ミ ン 陽 性 細 胞 へ の 分 化 誘 導 効 率 は
減 少 し 、 肝 細 胞 分 化 が 阻 害 さ れ た こ と が 明 ら か に な っ た 。 こ の 時 、 肝 細 胞 特 異 的
発 現 分 子 ト ラ ン ス サ イ レ チ ン を 含 む ３ 種 類 の 遺 伝 子 の 発 現 は 減 少 し て い た 。 内 胚
葉 分 化 を 阻 害 す る こ と に よ っ て 肝 細 胞 分 化 も 同 様 に 抑 制 さ れ た こ と か ら 、 肝 細 胞
誘 導 過 程 に お い て ES細 胞 は 内 胚 葉 の 細 胞 へ の 分 化 を 経 て 肝 細 胞 に 誘 導 さ れ る と 結
論 付 け た 。 さ ら に 、 マ ウ ス ES細 胞 か ら 分 化 過 程 に お い て 肝 臓 の 組 織 幹 細 胞 で あ る
肝 幹 細 胞 が 出 現 し て い る か を 確 認 す る た め に RT-PCR法 に よ っ て ４ 種 の 遺 伝 子 発 現
を 調 べ た 。 そ の 結 果 、 分 化 中 期 に 肝 幹 細 胞 に 発 現 す る DLKや Cytoke r a t i n1 9の 発 現
が 認 め ら れ た こ と か ら 、 マ ウ ス ES細 胞 か ら の 肝 細 胞 分 化 に お い て 肝 幹 細 胞 様 の 細
胞が出現する可能性が示された。
　一 方 、 未 分 化 な ヒ ト 間 葉 系 幹 細 胞 は 線 維 芽 細 胞 様 の 形 態 を 呈 す の に 対 し 、 肝 細
胞へ分化した後は上皮細胞様の細胞形態を示した。遺伝子発現の観点からみても、
未 分 化 な ヒ ト 間 葉 系 幹 細 胞 で は 間 質 細 胞 に 選 択 的 に 発 現 す る N-カ ド ヘ リ ン の 発 現
量 が 高 く 、 上 皮 系 細 胞 で 発 現 す る E-カ ド ヘ リ ン の 発 現 は 低 い 。 こ れ と は 対 照 的 に
分 化 し た 肝 細 胞 で は N-カ ド ヘ リ ン の 発 現 は 低 下 し 、 E-カ ド ヘ リ ン の 発 現 が 上 昇 し
た 。 さ ら に 肝 細 胞 分 化 に お い て 上 皮 -間 葉 転 換 に 関 わ る 因 子 で あ る Twistや Snail
の 発 現 が 低 下 し て い る こ と を 見 出 し た 。 以 上 は 、 間 質 系 の 細 胞 で あ る 間 葉 系 幹 細
胞 か ら 上 皮 系 の 細 胞 で あ る 肝 細 胞 へ の 分 化 の 過 程 に お い て 、 上 皮 -間 葉 転 換 の 逆
の 現 象 で あ る 間 葉 -上 皮 転 換 が 起 き 、 そ れ が 肝 細 胞 へ の 分 化 転 換 を 起 こ す 要 因 の
一つであることを示す。
最 終 章 で は 本 研 究 の 結 論 と 展 望 に つ い て 述 べ て い る 。 マ ウ ス ES 細 胞 と ヒ ト 間
葉 系 幹 細 胞 の ２ 種 の 幹 細 胞 が 共 に 遺 伝 子 発 現 の 制 御 を 受 け て 肝 細 胞 へ と 分 化 す る
能 力 を 持 ち 、 か つ そ の 過 程 の 全 容 を 明 ら か に し た 。 し か し 、 そ の 分 化 様 式 は 由 来
の 異 な る 幹 細 胞 か ら 派 生 す る 肝 細 胞 で は 異 な る こ と を 見 出 し た 。 す な わ ち 、 全 能
性 を 有 す る ES 細 胞 で は 内 胚 葉 を 経 て 肝 細 胞 へ と 分 化 す る と い う 本 来 の 発 生 過 程
を 模 倣 し た 分 化 様 式 で あ る の に 対 し 、 間 葉 系 幹 細 胞 は 間 葉 -上 皮 転 換 の 遺 伝 子 発
現の変化に裏打ちされた中胚葉から内胚葉への転換を経て肝細胞へ誘導される。
　幹 細 胞 か ら 肝 細 胞 へ 分 化 す る 過 程 を 解 明 す る こ と に よ っ て 、 医 療 分 野 で の 貢 献
が 可 能 に な る 。 同 時 に 、 幹 細 胞 特 有 の 性 質 ・ 可 塑 性 を 理 解 す る 上 で 基 礎 生 物 学 的
に も 非 常 に 重 要 な こ と で あ る 。 特 に が ん 化 と 伴 う こ と な く 、 高 い 効 率 で 肝 細 胞 を
分 化 誘 導 す る 手 法 の 開 発 に 不 可 欠 な 知 見 と な る 。 再 生 医 療 へ の 導 入 を 視 野 に 入 れ
た 際 、 脂 肪 組 織 由 来 間 葉 系 幹 細 胞 は 低 侵 襲 的 に 得 る こ と が で き 自 家 移 植 が 可 能 で
あ る 点 や 、 本 研 究 成 果 に よ る 肝 機 能 の 比 較 検 討 よ り 、 肝 不 全 の 治 療 へ の 応 用 に よ
り 有 効 で あ る と 期 待 し て い る 。 重 篤 な 肝 不 全 の 治 療 に は 肝 移 植 を 用 い る し か な い
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